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(54) 헬리코박터 파이로리의 세포결합 저해활성을 갖는 녹차에서분리된 산성 다당체와 이를 함유하는 소

화성 질환 예방 및치료용 조성물

요약

본 발명은 헬리코박터 파이로리(Helicobacter pylori; 이하 헬리코박터)의 숙주세포 결합을 저해하는 산성 다당체(acidic

polysaccahride)와 그 제조방법에 관한 것이다. 녹차(Camellia sinensis)의 수용성 추출물에서 분리된 산성 다당체는 헬

리코박터에 의한 적혈구 응집반응(hemagglutination)을 저해하는 활성이 기존에 보고된 다른 다당체에 비하여 상대적으

로 높다. 분리된 다당체는 헬리코박터에 의하여 야기되는 소화성 질환 예방 및 치료제로 사용될 수 있다.

대표도

도 1

색인어
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산성 다당체, 녹차, 헬리코박터 파이로리, 위장볍, 적혈구 응집반응

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 녹차로부터 본 발명 산성 다당체의 분리 및 정제과정을 나타낸 모식도이다.

도 2는 본 발명 산성 다당체의 이온교환 및 젤 여과 크로마토그래피 유출 크로마토그램 프로필을 나타낸 그래프이다.

도 3은 본 발명 산성 다당체의 구성당 분석 결과를 나타낸 것이다.

도 4는 본 발명 산성 다당체의 저해활성을 나타낸 것이다. 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응을 0.1-1.0 mg/ml 농도범

위에 따라 저해하는 활성을 나타낸 것이다.

도 5는 본 발명 산성 다당체가 대장균(Escherichia coli)과 유산균(Lactobacillus acidophillus)에 의한 응집반응에는 저해

활성이 없음을 보여줌으로써, 헬리코박터에 특이적임을 나타내는 것이다.

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 현재 소화성 질환 발병 원인균으로 인정되고 있는 헬리코박터의 위 점막 상피세포 결합을 저해하는 산성 다당

체, 그리고 산성 다당체를 녹차에서 추출, 분리하는 제조방법에 관한 것이다.

헬리코박터는 그램음성(Gram-negative) 박테리아로서 인체에 만성, 급성위염, 위궤양, 저위도 점막연관 림프 조직형 위

림프종, 위암 등을 유발하는 병원체이다(1-2). 산업사회의 경우 60세 이상 인구 중 과반수이상이 감염되어 있으며, 개발

도상국가에서는 대부분의 인구가 유년기부터 감염되는 것으로 보고 되어 있다. 한국에서도 성인의 60% 이상이 감염되어

있고(3), 2살부터 8살 사이 유아의 경우 약 10%가 매년 감염되기 때문에 10대 청소년이 되면 거의 대부분 감염되는 추세

를 보이고 있다. 이전에는 위염, 위궤양과 같은 소화성 질환이 일차적으로 위산과다와 같은 과량의 위산 분비에 기인하며,

원인으로 스트레스, 식품 및 유전적 요인 등에 의하여 염증이 생긴다고 알려져 왔지만, 최근 헬리코박터에 의하여 감염되

었을 때 염증이 발생한다는 것이 정설로 되어 있다(4-6). 염증이 위 점막하층까지 퍼지게 되면 위궤양으로 발전하게 되고,

위암으로 바로 진행되는 것은 아니지만, 헬리코박터에 감염되면 위암으로 진행될 가능성이 3-5배 정도 높아지는 것으로

알려지고 있다. 헬리코박터의 약 90% 이상은 다른 병원균이 생존하기 어려운 강산성인 위 점액층에 존재하며, 약 10%가

위 상피세포와 부착하고 있다(7,8). 헬리코박터가 부착된 위 상피세포에서는 microvilli의 소실, 액틴 미세섬유(actin

filament)의 재배열, 접촉발 형성(pedestal formation), 세포막 융합(membrane fusion) 등의 형태적 변화가 일어난다(9).

헬리코박터는 위 점막 상피세포에 결합하는데, 결합 기작이 주로 탄수화물과 이를 인식하는 박테리아 표면 단백질간의 상

호작용에 의존하는 것으로 보고되고 있다. 특히 인식 탄수화물로는 뮤신(mucin) 당단백질의 황산화당(sulfated

carbohydrate), 사이알릴 락토스(sialyllactose), 퓨코실 루이스 비 항원(fucosylated Lewis b antigen) 등이 보고 되어

있다(10-13). 최근에는 글라이코 스핑고리피드(glycosphingolipid)나 침 속에 있는 뮤신 단백질을 이용하여 박테리아의

세포결합을 저해하려는 노력이 경주되고 있다. 이미 박테리아 표면 단백질 수용체(adhesin)의 분리와 동정이 이루어져 있

고, 인식 탄수화물을 이용한 당배합체의 개발은 매우 중요한 발명대상에 속한다. 세포-세포 인식작용에 이용되어온 적혈

구 세포의 표면은 위 점막 상피세포와 같거나 비슷한 탄수화물 조성을 보유하고 있으며 헬리코박터와 결합함으로써 응집

반응을 일으킨다. 대부분 박테리아 세포는 응집반응을 보이는데, 이는 박테리아 표면에 존재하는 결합단백질이 적혈구와

같은 숙주세포 표면의 탄수화물을 인식함으로써 일어나는 반응이다. 그러므로 상기 상호작용에 의한 결합을 저해하면 헬

리코박터에 의해 유발되는 위장병 치료 및 예방이 가능하게 될 것이다. 위 점막 내 상피세포의 탄수화물과 적혈구의 탄수

화물이 동일하거나 유사하므로, 적혈구와 헬리코박터의 응집반응을 저해하는 물질은 위 상피세포와 헬리코박터의 결합도

저해되는 물질이므로 이를 위장병(달리 말하면, 소화성 질환) 치료 및 예방에 이용할 수 있는 것이다(14).
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기존의 항생제나 화학약품을 이용하면 부작용뿐만 아니라 개발기술이 세포 파괴적인 반면, 인체세포 표면의 탄수화물 인

식 및 상호작용을 저해하는 물질은 세포-세포 결합을 저해하여 병원체를 인체 세포 밖으로 유출시켜 염증을 최소화하는

비 파괴적 기술이라는 점에서 중요한 의미를 갖고 있다. 따라서 인체세포의 인식 혹은 부착을 저해하는 탄수화물의 개발은

21세기 친환경적 기능성 물질을 창출할 것으로 판단된다. 이러한 비 파괴적 기술이 적용되는 대표적인 예로 모유나 구강

내 침을 들 수 있다. 침에 풍부히 들어있는 사이알릭 락토스는 이미 구강 병원균의 부착과 번식을 막아주는 역할을 하고 있

다(15). 즉, 본 발명은 헬리코박터의 위장 내 부착, 증식 및 활동을 저해하는 생리활성 물질을 천연자원에서 탐색하여 분리

한 기술로서, 특히 생명공학 분야에서 새롭게 인식되고 있는 탄수화물 공학적 연구방법을 이용하는 분야이다.

소화성 질환 치료를 위하여 제산제(antacid), 히스타민 수용체의 길항작용제 등이 사용되어 왔지만, 미국 국립보건원은 90

년대 중반이후 헬리코박터와 소화성 질환과의 관계를 인정하여 테트라사이클린(tetracycline)이나 아목시실린

(amoxicillin)과 같은 항생제의 사용을 다른 치료제와 병행하여 사용할 수 있도록 허용하고 있다. 그러나 항생제의 사용에

따른 인체 내 축적, 부작용, 내성을 갖는 박테리아의 출현 때문에 궁극적으로는 소화성 질환을 치료할 수 있는 대체약품의

개발이 요망되고 있다.

녹차(Camellia. sinensis)는 식물 분류학상 산차목(Theales), 산차속(Camellia)에 속하는 목본성 상록수이다. 녹차는 동

아시아에서 음료로 많이 이용하여 왔고, 북아메리카와 유럽에서는 허브 치료로서 사용되어 왔다. 녹차는 항산화, 항염증,

항돌연변이, 심장질환 예방, 항혈관형성, 세포사멸, 비만 예방, 콜레스테롤 강하, 항동맥경화증, 항당뇨, 항균, 항바이러스,

노화방지 등의 약리 작용이 보고 되었다(16-19). 녹차의 다당류는 면역기능, 항방사성, 항혈액응고, 항암, 항 HIV, 혈당강

하 작용이 있다고 보고 되었다(20). 현재까지 차 다당류 결합체 (tea polysaccharide conjugate)의 연구는 주로 이러한 활

성에 집중되어 왔고, 다당류의 항부착 활성에 대한 연구는 전무한 실정이다. 뿐만 아니라 종래에는 녹차 조추출물 분획으

로 생리활성 측정이 이루어져 왔기 때문에, 분획 중에서 어느 특정 성분이 활성을 갖고 있는지에 대한 분자적 수준에서의

연구가 기술적 한계에 부딪쳐 왔다. 그러나, 현재 개발되고 있는 탄수화물 공학적 기술을 이용하여 다당체의 분리, 정제,

동정 및 구조적 분석을 이룸으로써 고부가가치 상품으로의 개발이 가능해지고 있다. 헬리코박터가 적혈구 세포와 결합하

여 응집반응을 유도하는데, 녹차의 수용성 추출물 중에서 이온교환 수지 및 젤 여과 수지로 분리된 산성 다당체(acidic

polysaccharid)가 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응을 억제하며 저해 효과가 기존에 보고된 다른 다당체 분획에 비하여

상대적으로 높은 특징을 갖고 있다.

본 발명은 녹차 생리활성 물질 중에서 산성 다당체를 분리하게 되었고, 생리활성을 측정한 결과, 기존의 다당체 활성농도

에 비하여 상대적으로 낮은 농도에서 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응에 강한 저해효과를 보임으로써 소화성 질환 예

방 및 치료제로서 높은 가능성이 입증되어, 본 발명을 완성하게 되었다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명의 목적은 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응에 강한 저해효과를 갖는 녹차에서 분리된 산성 다당체와 그 제조방

법 및 상기 산성 다당체를 함유하는 소화성 질환 예방 및 치료용 조성물을 제공하는데 있다.

발명의 구성 및 작용

본 발명의 목적을 달성하기 위해, 본 발명은 녹차 잎을 분쇄하여 열수추출한 후 세틸피리디늄 클로라이드(CPC) 처리와 에

탄올 침전을 수행하여 얻어진 산성 다당체에 있어서, 상기 에탄올 침전물을 완충용액에 용해, 투석한 후 이온교환 크로마

토그래피와 젤여과 크로마토크래피에 의하여 분리된 것을 특징으로 하는 헬리코박터의 세포결합 저해활성이 있는 산성 다

당체를 제공한다.

본 발명의 헬리코박터의 세포결합 저해활성으로 인하여, 헬리코박터가 위 점막 상피세포에 결합하여 발생하는 각종 소화

성 질환(즉, 위장병), 예컨대 위염, 위궤양, 위암 등의 예방 및 치료에 효과가 있을 것으로 이해된다(14).

본 발명의 산성 다당체에 있어서, 바람직하게는 상기 이온교환 크로마토그래피의 염화나트륨 농도 0.2-0.4 M에서 분리되

고, 젤여과 크로마토그래피의 분자량 15-20kDa 크기(Mw)에서 분리되는 것을 특징으로 한다. 상기 수치범위의 분획에서

가장 높은 헬리코박터의 세포결합 저해활성을 나타내었다.

본 발명의 산성 다당체에 있어서, 그 구성당은 람노스(rhamnose), 아라비노스(arabinose), 갈락토스(galactose), 만노스

(mannose) 및 갈락튜론산(galacturonic acid)을 포함하는 것을 특징으로 한다. 상기 구성당은 본 발명의 실시예에서 박층

크로마토그래피에 의해 확인하였다. 또한, 본 발명의 산성 다당체는 유론산 함량이 높은 것을 특징으로 한다.
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본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해, 본 발명은 (a) 녹차 잎을 분쇄하고 60-100 ℃의 증류수로 추출한 다음 원심분리하

여 얻은 상등액에 1∼10% 세틸피리디늄 클로라이드(CPC) 용액을 혼합하면서 반응시키고 원심분리한 다음 침전물을 얻

는 단계; (b) 상기 (a)단계의 침전물에 5∼15% NaCl 용액을 이용하여 남아있는 세틸피리디니늄 클로라이드(CPC)를 투석

제거한 다음, 에탄올에 침지하고 원심분리한 후 침전시키는 단계; (c) 상기 (b)단계의 침전물을 최소부피의 10∼30 mM

Tris 완충용액 (pH 8.0)에 녹여 투석한 후 이온교환 크로마토그래피하여 염화나트륨 0∼1 M의 농도기울기로 용출하는 단

계; 및 (d) 상기 (c)단계에서 염화나트륨 농도 0.2∼0.4 M에서 용출된 산성 분획을 겔여과 크로마토그래피하여 분자량

15∼20 kDa 크기(Mw)의 분획을 모으는 단계를 포함하는 녹차 유래의 산성 다당체의 제조방법를 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해, 본 발명은 상기 본 발명에 따른 산성 다당체를 유효성분으로 함유하는 소화성 질환,

예컨대 위염, 위궤양 또는 위암의 예방 및 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해, 본 발명은 상기 본 발명에 따른 산성 다당체를 사용하는 것을 특징으로 하는 인간을

제외한 포유류의 소화성 질환 치료방법을 제공한다.

본 발명의 산성 다당체는 상기와 같은 예방 및 치료용 조성물로 이용되기 위해서는 약제학적 분야에서 공지의 방법에 의해

제조될 수 있으며, 그 자체 또는 약학적으로 허용되는 담체, 부형제, 희석제 등과 혼합하여 분말, 과립, 정제, 캡슐제, 또는

주사제 등의 제형으로 제조되어 사용될 수 있다. 또한 이들은 경구 또는 비경구로 투여될 수 있다.

본 발명에 따른 산성 다당체를 유효성분으로서 투여하는 투여량은 환자의 연령, 성별, 상태, 질병의 증상에 따라 적절히 선

택될 수 있으며, 바람직하게는 성인기준 1일 100-500mg의 산성 다당체 추출물 및 그 분말로 투여될 수 있다.

이하, 본 발명을 자세히 설명한다.

본 발명은 소화성 질환 주요 병원균인 헬리코박터에 의하여 야기되는 적혈구 응집반응을 저해하는 산성 다당체와 이를 녹

차의 수용성 추출물 중에서 이온교환 크로마토그래피, 젤 여과 크로마토그래피로 분리하는 제조방법으로 구성되어 있다.

우선, 1) 당배합체의 분리를 위하여 녹차의 일반적인 섭취 및 추출방식에 따라 뜨거운 증류수로 추출한다. 이는 기존의 천

연 생리활성 물질 추출을 주로 식품 및 약품에 적용하기 어려운 유기용매를 이용하여 추출하는 방식과는 대조적으로, 생리

활성 물질 탐색에 좀 더 실제적인 접근이며 인체 친화적이라고 할 수 있다. 2) 분리된 산성 다당체는 기존에 보고된 인삼,

쑥에서 추출된 산성 다당체의 헬리코박터 인체 위 상피세포 부착 저해활성 보다 더 높은 저해활성을 보유하고 있다. 3) 산

성 다당체는 황산화(sulfated) 탄수화물 측정결과 유로닌산의 함량이 높다. 따라서 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제

는 녹차 잎을 뜨거운 증류수로 추출하는 단계와, 최신 탄수화물 공학적 기술을 이용하여 이온교환 및 젤 여과 크로마토그

래피로 생리활성 산성 다당체를 분리하는 단계, 그리고 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응을 저해하는 활성측정 단계로

이루어져 있다.

녹차잎 생리활성 물질추출은 주로 유기용매 추출법에 의존하고 있는데, 이는 우리가 녹차를 뜨거운 물에 우려서 섭취하는

것과 대치되는 것이다. 60-100℃의 증류수에 의하여 추출되는 수용성 분획은 녹차의 경우 생리활성 물질 탐색에 좀 더 실

제적인 접근이라고 할 수 있다. 헬리코박터가 위 점막 상피세포에 결합하는 기작에 참여하는 다른 탄수화물의 특성을 살펴

보면, 사이알릭산(N-acetylneuraminic acid), 글루구론산(glucuronic acid) 등이 있다(21). 즉, 특이당인 사이알릭당, 글

루구론산에 특이적임을 알 수 있다. 녹차에서 추출 분리 정제된 산성 다당체의 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응을 저해

하는 최소 유효량은 다른 다당체에 비하여 훨씬 낮은 농도 0.1 mg/ml로서 효과적인 저해활성을 보여주고 있다. 더욱이 헬

리코박터 결합을 저해하는데 개발되고 있는 기존의 당 유효량이 25 mM 이상 즉, 약 5 mg/ml 이상의 농도라는 점, 인삼과

쑥에서 기존에 개발된 산성 다당체의 저해활성이 각각 0.25 mg/ml, 0.63 mg/ml 라는 점은 녹차에서 정제된 산성 다당체

의 저해활성이 상대적으로 높다는 것을 확인할 수 있다. 이에 따라 산성 다당체의 특성을 분자수준에서 연구함으로써 산업

적으로 효과적인 당배합체를 개발하고 디자인할 수 있다는 판단이다.

본 발명에 이용된 DEAE-Sepharose CL-6B 이온교환 수지 및 Sephacryl S-200 column은 아마샴-파마시아 바이오텍

(Amersham Phamacia Biotech, Sweden)에서 구입하였다. 박층 크로마토그래피(thin layer chromatography)에 이용된

실리카겔(silica gel 60) plate는 머크(Merck, USA)에서 구입하였다.

본 발명에 사용된 효소 펙티네이스(pectinase), 트립신(trypsin), 글루구론산(glucuronic acid), 갈락튜론산(galacturonic

acid), 람노스(rhamnose), 아라비노스(arabinose), 자일로스(xylose), 포도당(glucose), 갈락토스(galactose) 등은 시그

마(Sigma, USA)에서 구입하였다.
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본 발명에 이용된 적혈구 응집반응에 필요한 AB, O형 적혈구는 고려대 의대에서 확보하였으며, 항응고제와 트립신 효소

처리와 무처리를 한 다음 이용하였다.

본 발명에 이용된 헬리코박터 박테리아(ATCC33277)는 10% (v/v) fetal bovine serum과 0.2% (v/v) 2,6-di-methyl-

cyclodextrin(CD)이 포함되어 있는 brucella broth에서 37℃, 10% CO2 의 공기조성에서 약 2일 동안 배양하여 harvest

하여 액체질소에 보관하여 실험에 이용하였다.

본 발명에 이용된 대장균(BL21(DE3), BL21(DE3)/pLysS)은 Luria-Bertani(LB) 배지에서 항생제 처리 없이 37℃에서 6

시간 배양하였으며, 배양된 대장균은 -70℃에 보관하여 실험에 이용하였다. 유산균(ATCC 4356)은 한국 미생물 보존센

터(Seoul, Korea)에서 구입하였고 st℃k으로 보관하며 사용하였다.

본 발명에 이용된 녹차 잎은 시중에서 구입한 것을 이용하였다.

본 발명 산성 다당체는 녹차잎 함유성분의 분리 및 추출에 이용되는 공지의 방법을 단독 또는 적합하게 조합하여 획득할

수 있다.

이하 실시 예에 의해 본 발명을 보다 상세하게 설명하지만, 본 발명의 권리범위는 이들 실시 예에만 국한되는 것은 아니다.

실시예 1: 녹차 잎으로부터 산성 다당체의 분리

산성 다당체의 제조방법은 이미 보고된 바와 같이, 건조한 녹차잎을 60-100℃의 증류수로 추출한 후, 에탄올을 가하여 얻

은 침전물을 분무 건조하여 추출물을 얻었다(24). 녹차잎 시료로부터 이온교환과 젤 여과 크로마토그래피로 분리되는 전

체적인 분리 정제과정을 나타내면 도 1과 같다. 우선, 녹차 추출물을 60-100℃의 증류수로 추출하여, 10,000 g에서 원심

분리한 후 상등액을 얻었다. 이들 상등액을 모아 5% cetylpyridinium chloride(CPC) 용액을 이용하여 3시간 정도 37℃에

서 stirring 하면서 침전을 유도하였고, 원심분리 후 침전물을 얻었다. 10% NaCl 용액을 이용하여 남아있는 CPC를 투석

제거한 다음, 7배 부피의 에탄올로 침전시키고, 이를 최소부피의 20 mM Tris 완충용액(pH 8.0)에 녹여 투석 후 이온 교환

크로마토그래피를 이용하여 분리하였다. 산성 다당체는 이 때 0-1 M 염화나트륨 용액 농도기울기를 이용하였으며, 염화

나트륨 농도 0.2-0.4 M에서 분리되어 유출됨을 확인하였다. 분리된 다당체는 투석 후 동결 건조한 다음, 젤 여과 크로마

토그래피를 이용하여 다당체 크기별로 분리하여 이중 가장 크고 활성이 제일 높은 분획을 얻었다 (도 2). 젤 여과 크로마토

그래피로 분리된 산성 다당체에서는 단백질이 검출되지 않았으며, dextran 표준 시료와 비교한 결과, 약 15-20 kDa 크기

(Mw)인 것을 확인하였다. 또한 비결합성 분획은 주로 중성 다당체로 이루어져 있음을 확인하였고, 결합성 분획에서는 산

성 다당체, 특히 활성이 있는 분획임을 확인하였다. 도 2는 DEAE 이온교환 크로마토그래피와 Sephacryl S-200 젤 여과

크로마토그래피를 이용한 녹차 잎 산성 다당체 정제결과를 나타낸 것으로. (A)는 DEAE(diethylaminoethyl) 이온교환 크

로마토그래피에서의 녹차 다당체의 유출 크로마토그램이고, (B)는 이온교환 크로마토그래피의 탄수화물, 유론산 측정 크

로마토그램이고, (C)는 Sepharcryl S-200 젤 여과 크로마토그램이다.

실시예 2: 단백질, 탄수화물 정량 및 구성당 분석

전체 탄수화물, 유론산 및 단백질의 양은 페놀-황산 방법, 카바졸(carbazole), 및 로우리(Lowry) 방법을 각각 포도당, 갈

락튜론산(galacturonic acid), 글루구론산(glucuronic acid), 소혈청 알부민을 표준으로 사용하여 결정하였다(22, 23). 산

성 다당체의 구성당 분석은 박층 크로마토그래피(Thin layer chromatography) 방법을 이용하였다. 우선, 산성 다당체를

2 M trifluoroacetic acid에 녹여 질소 충전, 밀봉 후 100℃ 이상의 온도에서 2시간 이상 가수분해하였다. 가수분해물을

acetonitrile:DW(4:1) 조건에서 전개시킨 후 10% H2SO4 용액 처리 및 가열하여 spot을 detection하였다. 여러 가지 당

표준시료와 비교하여 확인한 결과, 녹차 산성 다당체의 구성당은 rhamnose, arabinose, galactose, mannose 및

galacturonic acid 등이며, citrus pectin의 구성당 조성과 상당히 유사하였다(도 3). 도 3은 박층 크로마토그래피에 의한

산성 다당체의 구성당 분석결과를 나타낸 것으로, 녹차 산성 다당체의 구성당(Lane 9)를 당 표준시료(Lane 1-8)와 citrus

pectin (lane 10)과 비교 확인한 결과이다.

실시예 3: 헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응 저해
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배양된 헬리코박터를 인산 완충용액으로 묽게 만든 후 동량의 적혈구 용액과 혼합하여 실온에서 30분-3시간 약하게 교반

하여 반응시켜서 이를 양성 적혈구 응집반응으로 하였다. 분리된 다당체 분획들을 이용하여 응집반응에 대한 저해활성을

위해서, 헬리코박터 용액과 다당체 용액을 혼합하여, 실온에서 반응시킨 다음, 다시 적혈구 용액을 혼합하여 반응시킨 후

응집반응을 현미경을 이용하여 측정하였다.

헬리코박터에 의한 적혈구 응집반응을 저해하는 활성측정 결과, 녹차잎에서 정제된 여러 분획 중에서도 산성 다당체는

0.1 mg/ml의 낮은 농도에서 저해 활성을 나타내었다. 기 보고 된 특이 단당류, 즉 사이알릭산(N-acetylneuraminic acid),

글루구론산(glucuronic acid)은 약 5 mg/ml 이상의 농도, 즉 25 mM 이상의 높은 농도에서 저해활성을 보이고 있다. 기존

에 발명 보고된 인삼, 쑥에서 정제된 산성 다당체는 각각 0.25 mg/ml, 0.63 mg/ml의 저해활성을 보이고 있다. 본 발명의

대상인 산성 다당체는 이에 반하여, 상대적으로 높은 활성을 지닌 것을 확인할 수 있다 (도 4). 도 4는 헬리코박터에 의한

적혈구 응집반응 저해활성의 현미경사진(100배 확대)으로서, (A)는 분획 I, (B)는 분획 II로부터 정제된 산성 다당체(0.1-

1.0 mg/ml)의 현미경 사진이다. 이들 산성 다당체는 높은 저해활성을 보인다. 음성응집반응(NC): 적혈구만 있을 때의 결

과, 양성 응집반응(PC): 적혈구와 헬리코박터가 같이 있을 때의 결과.

실시예 4: 대장균과 유산균에 의한 적혈구 응집반응 저해

배양된 대장균과 유산균을 완충용액으로 묽게 만든 후 동량의 적혈구 용액과 혼합하여 실온에서 밤새도록 반응시켜, 이를

양성 적혈구 응집반응으로 하였다. 분리된 다당체 분획들을 이용하여 응집반응에 대한 저해활성을 위해서, 대장균 용액과

당배합체 용액을 혼합하여 실온에서 반응시킨 다음, 다시 적혈구 용액을 혼합하여 반응시킨 후 응집반응을 현미경을 이용

하여 측정하였다.

대장균과 유산균에 의한 적혈구 응집반응을 저해하는 활성측정 결과, 녹차 잎에서 정제된 여러 분획 중에서도 산성 다당체

는 1.0-2.5 mg/ml의 높은 농도를 이용하였을 경우에도 저해활성을 보이지 않았다 (도 5). 도 5는 대장균과 유산균에 의한

적혈구 응집반응 저해활성의 현미경사진(100배 확대)으로서, 산성 다당체가 (A) 유산균과 (B) 대장균에 의한 응집반응에

는 높은 농도(1.0-2.5mg/ml)에서도 저해활성이 없음을 알 수 있다. 따라서 본 발명 대상인 산성 다당체는 헬리코박터 균

에 의하여 유도되는 혈구 응집반응에 대해서는 높은 저해작용을 보이는 반면, 대장균이나 유산균에 의한 혈구응집반응에

는 아무런 저해효과를 보이지 않음으로써, 헬리코박터 세포부착에 특이적인 활성을 보유하고 있음을 알 수 있었다. 글루구

론산의 저해활성이 25 mM 이상에서 보고된 바 있고 (16), 발명 대상인 산성 다당체는 앞서 기술한 바와 같이 기존에 보고

된 다른 산성 다당체보다 더 높은 활성을 갖는 특이 다당체로 판단된다. 아직까지 헬리코박터 혈구 응집반응을 저해하는

정제된 다당체에 대하여 연구가 많이 보고된 바가 없다. 따라서, 녹차 잎으로부터 산성 다당체를 분리, 정제하였고, 정제된

산성 다당체를 이용하여 헬리코박터 소화성 질환 원인균에 의한 인체 세포 결합을 저해하는 활성을 확인함으로써 본 발명

을 이루게 되었다.

발명의 효과

이상에서 상술한 바와 같이 1) 소화성 질환 발병 원인균인 헬리코박터와 인체 적혈구 세포와의 응집반응을 저해하는 산성

다당체, 2) 녹차 잎의 수용성 추출물 중에서 이온교환과 젤 여과 크로마토그래피로 산성 다당체를 분리하는 제조방법에 대

한 발명을 이루었다. 우리나라 성인의 대부분이 소화성 질환을 경험했거나 그 결과 수술로 이어지고, 더 나아가 미리 진단

되지 못하여 발생하는 피해가 큰 것으로 사료된다. 본 발명을 통하여 소화성 질환 예방 혹은 치료제 선도물질의 개발 효과

를 거두어들일 것으로 판단된다. 특히 기존의 항생제나 화학 의약품의 경우 부작용뿐만 아니라 개발기술이 세포 파괴적인

반면, 숙주세포 표면의 탄수화물 인식 및 상호작용을 저해하는 물질은 세포-세포 부착 및 결합을 저해하여 소화성 질환을

최소화하는 비 파괴적 기술이라는 점에서 매우 중요한 미래지향적인 식품 및 의약품의 의미를 갖고 있다. 뿐만 아니라 향

후 인체 내 세균의 침입에 따른 감염을 예방 혹은 치료하는데 당배합체의 친환경적 우수성을 이용함으로써 넓은 시장성 확

대가 가능하다고 판단된다. 마지막으로 최근 웰빙 문화의 확산으로 건강에 좋은 녹차의 기능성이 인정되고 있는 이 때에,

새롭게 추출 정제된 산성 다당류의 병원균 부착 저해활성은 또 다른 녹차 기능성의 탁월성을 증명하는 것이라고 판단된다.

녹차 잎으로부터 분리된 산성 다당체는 천연소재로서 부작용을 최소한으로 줄일 수 있는 효과를 갖고 있다. 천연 물질의

상대적 농도에 따른 저해활성의 뛰어난 효과가 있으므로 식품 및 의약 산업에 있어서 매우 뛰어난 발명인 것이다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

녹차 잎을 분쇄하여 열수추출한 후 세틸피리디늄 클로라이드(CPC) 처리와 에탄올 침전을 수행하여 얻어진 에탄올 침전물

을 완충용액에 용해, 투석한 후 이온교환 크로마토그래피와 젤여과 크로마토크래피에 의하여 분리된 것을 특징으로 하는

헬리코박터의 세포결합 저해활성이 있는 산성 다당체.

청구항 2.

제 1항에 있어서, 상기 이온교환 크로마토그래피의 염화나트륨 농도 0.2-0.4 M에서 분리되고, 젤여과 크로마토그래피의

분자량 15-20kDa 크기(Mw)에서 분리되는 것을 특징으로 하는 산성 다당체.

청구항 3.

제 1항에 있어서, 그 구성당은 람노스(rhamnose), 아라비노스(arabinose), 갈락토스(galactose), 만노스(mannose) 및 갈

락튜론산(galacturonic acid)을 포함하는 것을 특징으로 하는 산성 다당체.

청구항 4.

(a) 녹차 잎을 분쇄하고 60-100 ℃의 증류수로 추출한 다음 원심분리하여 얻은 상등액에 1∼10% 세틸피리디늄 클로라이

드(CPC) 용액을 혼합하면서 반응시키고 원심분리한 다음 침전물을 얻는 단계;

(b) 상기 (a)단계의 침전물에 5∼15% NaCl 용액을 이용하여 남아있는 세틸피리디니늄 클로라이드(CPC)를 투석 제거한

다음, 에탄올에 침지하고 원심분리한 후 침전시키는 단계;

(c) 상기 (b)단계의 침전물을 최소부피의 10∼30 mM Tris 완충용액 (pH 8.0)에 녹여 투석한 후 이온교환 크로마토그래피

하여 염화나트륨 0∼1 M의 농도기울기로 용출하는 단계; 및

(d) 상기 (c)단계에서 염화나트륨 농도 0.2∼0.4 M에서 용출된 산성 분획을 겔여과 크로마토그래피하여 분자량 15∼20

kDa 크기(Mw)의 분획을 모으는 단계를 포함하는 녹차 유래의 산성 다당체의 제조방법.

청구항 5.
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제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 따른 산성 다당체를 유효성분으로 함유하는 소화성 질환 예방 및 치료용 조성물.

청구항 6.

제 5항에 있어서, 상기 소화성 질환은 위염, 위궤양 또는 위암인 것을 특징으로 하는 예방 및 치료용 조성물.

청구항 7.

제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 따른 산성 다당체를 사용하는 것을 특징으로 하는 인간을 제외한 포유류의 소화성 질

환 치료방법.

도면

도면1
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도면2a

도면2b
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도면2c

도면3

도면4
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도면5
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